






















from  Piedmont  (Italy)  were  studied.  The  investigated  samples were  extracted  by  ultrasound‐
assisted extraction optimized by an experimental design, and quali‐ and quantitatively analyzed by 
HPLC‐PDA‐MS/MS. GPRs and  leaves  show a  similar polyphenolic pattern, with quercetin 3‐O‐




antioxidant  activity  in  terms of  radical  scavenging  abilities. Valorization of GPRs  is  a potential 
source of natural compounds that could be of interest in the health field, increasing their economic 
value together with a positive effect on the environment. 







serious  economic  issue;  they  are  mainly  destined  to  composting  or  discarded  in  open  areas, 
potentially causing environmental problems [2]. Solutions involving reuse, recycling, and recovery 
of resources should, therefore, be found to reduce the amount of waste. The ʺwasteʺ issue related to 
environmental  sustainability  has  recently  been  the  object  of  attention  from  several  regulatory 
institutions  (e.g.,  Directives  1999/31/EC  and  2008/98/EC  from  the  European  Commission).  The 
exploitation  of  by‐products  generated  by  grape  crops  is,  therefore,  currently  of  great  interest  to 
























of  quercetin  and  kaempferol)  and,  to  a  lesser  extent,  by  stilbenes  (resveratrol),  flavan‐3‐ols,  and 
anthocyanins (mainly in red autumn leaves) [7,23,27,28]. The beneficial properties of grapevine leaves 





spring  before  any  treatment  has  been  applied,  and  therefore  are  free  of  pesticide  residues,  and 
therefore can be considered as potential health by‐products to be exploited. However, to the best of 
the  authors’  knowledge,  no  information  concerning  the  phytochemical  phenolic  composition  or 
antioxidant properties of these by‐products is available. GPRs should not be confused with the “vine 
pruning  residues”  that  are  collected  during winter,  and  therefore  are  a woody material with  a 
completely different composition (i.e., cellulose, lignin, and other phenolic compounds) [4,33]. 







approach  [34]. The  antioxidant properties  of  the  extracts were  investigated  through  colorimetric 
invitro  assays  (scavenging  of  the  2,2‐diphenyl‐1‐picrylhydrazyl  (DPPH•)  and  the  2,2’‐azinobis‐3‐
ethyl‐benzthiazoline‐6‐sulphonate  (ABTS+•)  radicals)  and  the  results  were  correlated  to  those 
obtained by HPLC and total phenol content assay. The antioxidant properties of the matrices were 
also confirmed by combining  the colorimetric  in vitro assays offline with HPLC‐PDA analysis,  to 
determine  which  compounds  contribute  most  to  the  antioxidant  activity  in  terms  of  radical 
scavenging abilities [35]. 
   



















[7].  HPLC  analysis  of  the  different  extracts  revealed  that  the  three  solvents  gave  comparable 
qualitative results, but methanol/water provided the highest recovery (data not shown).   
The main variables  affecting  extraction  (i.e.,  solvent,  extraction  time, amount of matrix, and 
volume of solvent) were then screened by applying a Box, Hunter and Hunter design (see Table S1). 
For  temperature,  it  is  important  to  consider  that higher  temperatures  can  improve mass  transfer 










extraction  time  (15 min)  and water  concentration  (30%)  in  the water/methanol  solvent mixture 
constant (Table S1). 










Under  the new conditions  (i.e., 15 min extraction time, 30% water  in  the solvent mixture, 100 mg 









leaves  have  been  reported  [7,23,27,28].  Therefore,  these  studies were  taken  as  a  reference,  since 




Figure 1. HPLC‐PDA profiles  (λ, 270 nm) of green pruning residues  (GPRs) and  leaves. For peak 
numbers see Table 1. 
Chromatographic patterns, UV, and mass spectral data detected 20 informative compounds. The 
UV  spectra  for  each  peak  provided  a  preliminary  indication  of  the  group  of  compounds.  The 
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Table 1. List of identified and putatively identified compounds in V. vinifera leaf and green pruning residue (GPR) extracts. For each analyte, retention time, UV 










(g/mol)  Compound Name †  Leaves  GPRs 
Identification 
Level §  References 
1  1.2  277  /  331  /  /  59,71,89,123,
151,169,211  /  Galloylglucose  X  X  2  [39] 
2  4.6  326/244  /  311  312  /  /  /  Caftaric acid  X  X  1  [27,40] 
3  18.6  273  /  631  /  /  613, 479,445, 
301, 273, 229  /  Hydrolyzable tannin  n.d.  X  3  [39,41,42] 
4  19.6  SH 280  1431  1429  1430  321,303  753  /  Hydrolyzable tannin  n.d.  X  3  [41] 
5  20.7  273  1431  1429  1430  1057,849,427,303  753  /  Hydrolyzable tannin  n.d.  X  3  [41] 
6  22.1  SH 280  /  861,815,779  /  /  751, 301, 273  /  Hydrolyzable tannin  n.d.  X  3  [41,42] 
7  22.9  348  495  493  494  319  317  318  Myricetin glucuronide  X  X  2  [23] 
8  24.3  275  803  801  802  153, 337, 633  765  /  Vitilagin or isovitilagin  X  X  3  [43] 
9  25.1  356  611  609  610  303  301  302  Rutin  X  X  1  [23,28,40] 
353  465  463  464  303  301  302  Hyperoside  X  X  1  [23,40] 
10  25.5  254/352  465  463  464  303  301  302  Quercetin 3‐O‐glucoside  X  X  1  [23,40] 
11  26  255/352  479  477  478  303  301  302  Quercetin 3‐O‐glucuronide  X  X  1  [23,40] 
12  26.7  266/350  595  593  594  287  285  286  Kaempferol 3‐O‐rutinoside  X  X  1   
13  27.2  271/353  625  623  624  317  315  316 
Isorhamnetin O‐dihexoside 
(glucose+rhamnose)  X  X  2   
271  479  477  478  317  315  316  Isorhamnetin hexoside  X  X  2   
14  27.5  264/349  449  447  448  287  285  286  Kaempferol 3‐O‐glucoside  X  X  1  [23,27,40] 
264/349  551  549  550  303  301  302  Quercetin malonylhexoside  X  X  2   
15  28.3  272/352  493  491  492  317  315  316  Isorhamnetin glucuronide  X  X  2   
16  29.5  275/353  535  533  534  287  285  286  Kaempferol 
malonylhexoside  X  X  2   
17  30.2  275  565  563  564  317  315  316 
Isorhamnetin 
malonylhexoside  X  X  2   
275  229  227  228  /  /  /  Resveratrol  traces  n.d.  1  [28]                            
18  36.4  368  303  301  302  /  /  /  Quercetin  X  X  1  [23,28] 
19  37.5  368  317  315  316  /  /  /  Isorhamnetin  X  X  1  [23] 
20  38.5  366  287  285  286  /  /  /  Kaempferol  X  X  1  [23,28] 
† In bold, the name of the compounds identified by comparison with authentic commercial reference standards. 
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§  Identification confidence as stipulated by  the CAWG:46: Level 1,  identified compound  (a minimum of  two  independent and orthogonal data, such as 
retention  time and mass spectrum) compared directly  relative  to an authentic commercial  reference standard; Level 2, putatively annotated compound 
(compound identified by analysis of spectral data and/or similarity to data in a public database); and Level 3, putatively characterized compound class level. 
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In  particular,  compounds  for  which  authentic  commercial  reference  standards  were  not 
available were tentatively identified through their tandem mass spectrometry fragmentation pattern, 
as  reported  by  Marengo  et  al.  [44].  This  approach  provides  further  structural  information  on 




maximum  spectral  absorption  and diagnostic  fragments  at m/z  753,  301,  273,  and  229  [39,41,42]. 
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Figure  2. Concentration  (mg/g)  of  the main  phenolic  compounds  of  freeze‐dried  green  pruning 
residues (GPRs) (A) and leaves (B). 
2.1.3. Statistical Analysis and Comparison of the Phytochemical Patterns of GPRs and Leaves 
Since  V.  vinifera  GPRs  and  leaves  showed  very  similar  polyphenolic  profiles,  principal 
component  analysis  (PCA),  an  unsupervised multivariate  data  analysis method, was  applied  to 
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The  scavenging  effect  on  ABTS+•  radicals  was  expressed  in  terms  of  Trolox  equivalent 
antioxidant capacity (TEAC), and the scavenging effect on DPPH• radicals as EC50.   






Box Plot of mmol Tolox / Kg matrix (ABTS) grouped by  Multiple Subsets
 Median 
 25%-75% 
 Non-Outlier Range 
 Outliers
 Extremes

























 mmol Tolox / Kg matrix (ABTS):   F(1,42) = 5.5597, p = 0.0231
GPR LEAVES 
A) 
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Figure  4.  Box  plots  relative  to  the  in  vitro  colorimetric  antioxidant  assays:  Trolox  equivalent 
antioxidant capacity (TEAC) by ABTS Assay expressed as mmol Trolox/kg matrix (A) and EC50 (mg 
matrix) by DPPH assay (B). The dashed line gives the literature values (i.e., [30] for A, and [31] for B). 
The  possible  correlation  between  the  two  antioxidant  assays  was  also  investigated  and 














Figure  5  shows  the  comparison of  the GPRs profiles, before  and  after  reaction with ABTS+• 
(Figure 5A) and DPPH• (Figure 5B), and percent peak area reduction of the analytes of GPRs and 
leaves, after reaction with the two radicals, are listed in Table 2. 
Box Plot of mg matrix EC50 (DPPH) grouped by  Multiple Subsets
 Median 
 25%-75% 
 Non-Outlier Range 
 Outliers
 Extremes





















 mg matrix EC50 (DPPH):   F(1,42) = 1.7145, p = 0.1975
* Control (Trolox): 1.7 mM 
GPR LEAVES 
B) 










Compound N°  GPR  LEAVES  GPR  LEAVES 
2  38  33  10  31 
6  33  n.d.  23  n.d. 
8  72  77  64  84 
9  30  30  31  42 
10  33  29  30  41 
11  44  21  29  40 
12  <1  <1  8  36 
14  <1  <1  6  12 
15  <1  <1  27  17 
A) 
B) 














vineyard  located  in  Piedmont  (North  West  Italy).  The  climate  at  this  site  (293  m  a.s.l., 



































































UV  spectra  were  acquired  in  the  220–450  nm  wavelength  range,  and  the  resulting 
chromatograms were  integrated at 270 nm,  to process  the analysis  for  the offline combination of 
antioxidant  assays  and  LC  analysis,  and  at  the  λmax  of  the  identified  peaks  (see  Table  S2)  for 
quantitative analysis. 
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deviation.  All  statistical  elaboration  (experimental  designs  and  their  elaboration,  principal 
component analysis, box plots, and Student’s t‐test) were carried out using Statistica 10 (StatSoft. Inc., 








The  polyphenols  were  extracted  under  optimized  experimental  conditions,  determined  by 
experimental design,  and  identified  and quantified,  respectively, by HPLC‐PDA‐ESI‐MS/MS  and 
HPLC‐PDA. Polyphenolics, principally consisting of flavonoids and phenolic acid derivatives, were 
the most interesting fraction. The phenolic phytochemical pattern of GPRs was compared with that 
of vine  leaves and showed an equivalent composition with some differences  in  the ratio between 
components. 
The antioxidant potential of GPR extracts was measured  through colorimetric  in vitro assays 





Taken  together,  the  results  suggest  that  grapevine  GPRs  are  a  potential  source  of  natural 
compounds with valuable antioxidant properties  that  could be of  interest  in  the pharmaceutical, 
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